СЕЛЕКТИВНОЕ ИНГИБИРОВАНИЕ KRAS-СИГНАЛЬНОГО КАСКАДА ПРИ КОМБИНИРОВАННОМ ВОЗДЕЙСТВИИ  НИЗКИХ ДОЗ РАПАМИЦИНА И ПАКЛИТАКСЕЛА IN VIVO by M. Yurova N. et al.
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Селективное ингибирование KRAS-сигнального каскада 
при комбинированном воздействии  
низких доз рапамицина и паклитаксела in vivo
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Введение. Применение соединений, потенциально способных блокировать функционирование сигнального каскада онкогена KRAS, 
является одним из перспективных направлений современной онкофармакологии.
Цель исследования – изучить эффекты комбинированного действия рапамицина (RAP) и паклитаксела (РАС) на трансгенной 
линии зебрафиш (Danio rerio), характеризующейся постоянной экспрессией в клетках эпидермиса онкогена KRASV12, конъюги-
рованного c зеленым флуоресцентным белком (green fluorescent protein, GFP). Эта линия имеет измененный фенотип, обусловлен-
ный гиперплазией кератиноцитов и флуоресценцией в них GFP-репортера.
Материалы и методы. Эмбрионы рыб в возрасте 6 ч помещали в среду с добавлением 0,1 % раствора диметилсульфоксида (конт-
роль) и различных доз исследуемых препаратов или их комбинаций. Время инкубации составило 72 ч, после чего проводили коли-
чественную оценку интенсивности флуоресценции GFP-репортера в клетках эпидермиса с помощью компьютерной морфометрии.
Результаты. При воздействии RAP выраженность фенотипических изменений уменьшалась вплоть до полной нормализации 
фенотипа в дозе 50–400 нмоль. РАС в дозе 50–250 нмоль не оказывал токсического влияния на развитие эмбрионов, однако дозо-
зависимо повышал уровень флуоресценции репортера, что свидетельствует об усилении экспрессии онкогена KRAS. Воздействие 
низких доз RAP (10–25 нмоль), а также PAC (10 нмоль) по отдельности не оказывало статистически значимого влияния на вы-
раженность трансформированного фенотипа. В то же время использование различных комбинаций низких доз этих препаратов 
(RAP в дозе 10–25 нмоль в сочетании с PAC в дозе 10–50 нмоль) существенно снижало регистрируемый уровень флуоресценции, 
полностью нормализуя фенотип трансгенных рыб.
Заключение. Выявлено взаимное потенцирующее действие низких доз RAP и PAC, приводящее к избирательному ингибированию 
сигнального каскада онкогена KRAS, что свидетельствует о перспективности дальнейших исследований комбинации этих пре-
паратов для таргетной терапии опухолей.
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Selective inhibition of KRAS signaling by combination of low dose rapamycin and paclitaxel in vivo
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Background. Therapy with compounds potentially capable to block KRAS oncogene signaling pathway is perspective direction in modern 
oncopharmacology.
The aim of current study was to investigate effects of the combined treatment with rapamycin (RAP) and paclitaxel (PAC) in transgenic ze-
brafish (Danio rerio) with constant expression of mutant KRASV12 oncogene conjugated to green fluorescent protein (GFP) in epidermal 
cells. This strain has a modified phenotype due to epidermal hyperplasia and expression of GFP reporter at skin of embryos and adult fish.
Materials and methods. Fish embryos 6 hpf were exposed to 0.1 % DMSO solution (control) and various doses of the drugs or combinations 
thereof. GFP expression in epidermal cells was morphometrically measured at 72 hpf.
Results. Dose-related decrease in phenotypic changes up to complete epidermal normalization under RAP 50–400 nM treatment was ob-
served. Treatment with nontoxic for embryos doses of PAC 50–250 nM increased fluorescence level in a dose-dependent manner, indicating 
an activation of KRAS signaling. Using of lower doses of RAP (10 and 25 nM) or PAC (10 nM) had no statistically significant effect on ex-
pression of transformed phenotype. Whereas combined treatment (RAP 10–25 nM and PAC 10–50 nM) dramatically decreased level 
of epidermal fluorescence and completely normalized phenotype of transgenic fish.
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Conclusions. Thus, mutual potentiating effect of RAP and PAC in low doses which leads to selective inhibition of the KRAS signaling pathway 
was revealed, indicating the prospect of further studies of these drugs combination for targeted cancer therapy.
Key words: KRAS, zebrafish, Danio rerio, rapamycin, paclitaxel, targeted therapy, mTOR
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Введение
Более 30 % злокачественных опухолей человека 
имеют мутации в генах семейства RAS. Из них чаще 
в опухолевых клетках выявляются активирующие му-
тации в кодонах 12, 13 и 61 онкогена KRAS. Активация 
этого онкогена выявлена более чем в 60 % карцином 
поджелудочной железы, 50 % опухолей толстой киш-
ки и щитовидной железы, 30 % опухолей легких, а так-
же с меньшей частотой в опухолях других локализаций 
[1]. Как правило, эти новообразования плохо подда-
ются лечению современными цитостатическими пре-
паратами. По этой причине альтернативным направ-
лением терапии опухолей, имеющих мутации в гене 
KRAS, становится применение таргетных препаратов, 
действие которых направлено на избирательное ингиби-
рование отдельных компонентов MEK/ERK и PI3K/AKT 
сигнальных каскадов, участвующих в регуляции про-
цессов пролиферации, дифференцировки и выживания 
клеток. Результаты клинических исследований, про-
водившихся в этом направлении, показали, что ис-
пользование ингибиторов mTOR (рапамицина (RAP) 
и его производных – рапалогов) оказывает противо-
опухолевое действие на злокачественные новообразо-
вания молочной железы, печени, нейроэндокринной 
и лимфатической систем [2, 3]. Более того, в ряде экс-
периментов показана способность RAP тормозить 
развитие индуцированных химическими канцерогенами 
опухолей у грызунов и снижать частоту возникновения 
спонтанных опухолей у мышей различных линий [4].
Ингибиторы mTOR показали свою эффективность 
и в качестве агентов, способных усиливать противо-
опухолевое действие некоторых цитостатических пре-
паратов, используемых при лечении различных типов 
злокачественных новообразований [5, 6]. Одним из та-
ких препаратов является паклитаксел (PAC), широко 
применяемый для терапии рака молочной железы, 
яичников, легкого и пищевода. Основными механиз-
мами действия PAC считаются стабилизация микротру-
бочек и блокирование митоза с последующей гибелью 
клеток. Кроме того, имеются данные об индуцирую-
щем действии PAC на сигнальный каскад Raf/ERK [7], 
что может способствовать усилению пролиферации 
и предотвращению запуска программы апоптоза. С дру-
гой стороны, комбинирование PAC с ингибиторами 
сигнального каскада PI3K/AKT способствует резкому 
усилению апоптоза и остановке роста клеточных линий 
карциномы яичников [8].
Однако механизм, лежащий в основе синергиче-
ского действия PAC и RAP на сигнальный каскад онко-
гена KRAS, еще не полностью понятен и требует даль-
нейшего изучения с использованием в том числе новых 
моделей. Одной из таких моделей, популярность ко-
торой растет на протяжении последних десятилетий, 
является рыба Danio rerio, или зебрафиш, удачно соче-
тающая возможность проведения исследований in vivo, 
т. е. на целом организме, с простотой и эффективно-
стью использования клеточных систем in vitro. Более 
того, наличие сходства между опухолями рыб и мле-
копитающих на гистологическом и молекулярном 
уровнях позволило успешно использовать зебрафиш 
для моделирования различных процессов, ассоцииро-
ванных с развитием злокачественных новообразований 
человека [9]. В данной работе была использована со-
зданная в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Петрова транс-
генная линия зебрафиш tg(krt8:EGFP-KRASV12), несу-
щая мутантную форму гена KRAS под управлением 
промотора цитокератина 8(krt8), активность которого 
у рыб проявляется главным образом в клетках покров-
ного эпителия [10]. Эта трансгенная линия имеет вы-
раженные фенотипические отличия от рыб дикого типа 
и характеризуется гиперплазией клеток эпидермиса, 
а также экспрессией в них зеленого флуоресцентного 
белка-репортера GFP (green fluorescent protein). Указан-
ные биологические особенности позволяют позицио-
нировать линию рыб tg(krt8:EGFP-KRASV12) в качестве 
перспективной тест-системы для высокопроизводитель-
ного скрининга ингибиторов сигнального каскада он-
когена KRAS, а также для выявления новых комбинаций 
уже известных ингибиторов и цитостатических препа-
ратов, способных при сочетанном применении направ-
ленно усиливать эффективность терапии опухолей, 
ассоциированных с онкогенами семейства RAS.
Цель работы – изучение влияния комбинирован-
ного действия различных доз RAP и PAC на выражен-
ность гиперпластического трансформированного фе-
нотипа (ТФ) эпидермиса трансгенной линии зебрафиш, 
характеризующейся постоянной экспрессией онкоге-
на KRAS в кератиноцитах.
Материалы и методы
Используемые линии зебрафиш. Для улучшения ви-
зуализации ТФ в работе использованы рыбы двойной 
трансгенной линии tg(krt8:EGFP-KRASV12);tg(krt8:EGFP) 
(далее – линия KRASV12), характеризующейся посто-
янной совместной экспрессией в клетках эпидермиса 
онкогена KRASV12 (активирующая мутация в кодоне 12), 
конъюгированного с флуоресцентным GFP-репортером, 
и дополнительного GFP-репортера, предназначенного 
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для усиления интенсивности свечения кератиноцитов 
(рис. 1А). Все эксперименты вы полнены на гетерози-
готных эмбрионах, полученных при скрещивании рыб 
линии KRASV12, гомозиготных по обоим трансген-
ным локусам, с рыбами дикого типа. Трансгенная 
линия tg(krt8:EGFP), имеющая исходную морфоло-
гию эпидермиса, была использована в ка честве фе-
нотипического контроля при оценке нор мализующего 
действия препаратов (рис. 1В). Рыбы содержались 
в проточной аквариумной системе при тем пературе 
28,5 °С. Световой режим в соответствии с междуна-
родным стандартом поддерживался в соотношении 
14 ч/10 ч свет/темнота. Кормление производили 1 раз 
в сутки науплиями Artemia salina и сухим кормом 
Tetramin (Tetra, Германия). Все исследования прово-
дили в соответствии с правилами Европейской Кон-
венции о защите позвоночных животных (СДСЕ 
№ 123) и нормами биоэтики (https://cioms.ch/images/
stories/CIOMS/IGP2012.pdf).
Биоимиджинг и количественная оценка экспрессии 
трансгена. Оценку уровня экспрессии ТФ выполняли 
на оцифрованных изображениях трансгенных эмбрио-
нов. Для этого эмбрионы в возрасте 72 ч были обездви-
жены в 0,0015 % растворе трикаина (Sigma, США) 
и помещены в агарозные лунки на дне чашек Петри 
(6 см), заполненных жидкой средой. Оцифровку про-
водили под флуоресцентным микроскопом Axioskop FL 
40 (Carl Zeiss, Германия) с использованием набора 
фильтров для GFP-репортера и высокочувствительной 
камеры RT-3 Slider (Diagnostic Instruments, США). 
Для количественной оценки уровня экспрессии ТФ 
монохромные 8-битные (256 градаций серого) изобра-
жения были окрашены в псевдоцвета, соответствующие 
7 диапазонам яркости (рис. 1C, D). Стандартно для ана-
лиза экспрессии ТФ был выбран участок тела эмбрио-
на, имеющий четкие анатомические границы и ло-
кализованный между серединой желточного мешка 
и урогенитальным отверстием (рис. 1Е). Площадь 
Рис. 1. Морфологические особенности эмбрионов трансгенной tg(krt8:EGFP-KRASV12);tg(krt8:EGFP) линии зебрафиш. Внешний вид трансгенного 
KRASV12 (A) и контрольного tg(krt8:ЕGFP) (В) эмбрионов в возрасте 72 ч под флуоресцентным микроскопом. Окраска псевдоцветами флуорес-
центных изображений KRASV12 (C) и контрольного (D) эмбрионов. Рамкой выделена область, предназначенная для количественного анализа 
уровня выраженности трансформированного фенотипа. Красный и желтый цвета соответствуют трансформированному фенотипу и отсут-
ствуют в выделенной области у контрольных рыб. Совмещение изображения окрашенной в псевдоцвета измеряемой области с флуоресцентным 
монохромным изображением KRASV12 эмбриона (E) для визуализации геометрической формы и топографии анализируемого участка. Флуорес-
центные изображения эпидермальных клеток KRASV12 (E) и контрольного (G) эмбрионов. Эпидермис контрольных рыб состоит из полигональных 
клеток, расположенных в виде однослойного плоского эпителия с относительно равномерным уровнем экспрессии GFP-репортера, тогда как 
кератиноциты KRASV12 эмбрионов характеризуются округлой формой, пониженной адгезией и повышенным уровнем флуоресценции GFP 
Fig. 1. Morphological features of transgenic tg(krt8:EGFP-KRASV12);tg(krt8:EGFP) zebrafish embryos. KRASV12 (A) and control tg(krt8:EGFP) (В) embryos 
at the age of 72 hpf under a fluorescent microscope. Fluorescent images of KRASV12 (C) and control tg(krt8:EGFP) (D) embryos converted to pseudocolors. 
Level of transformed phenotype expression was analyzed in framed area. Transformed phenotype was characterized by red and yellow pseudocolors lacked in 
control fish. Pseudocolor area combined with the fluorescent monochrome image of KRASV12 embryo (E) showing geometric shape and topography of analyzed 
zone. Fluorescent images of epidermal cells of KRASV12 (F) and control (G) and embryos. The epidermis of control fish consist of a monolayer of squamous 
polygonal cells with a relatively homogeneous level of GFP expression, whereas keratinocytes of KRASV12 embryos are characterized by rounded shape, reduced 
adhesion and increased GFP fluorescence
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(в пикселях) наиболее ярких областей (с интенсивно-
стью свечения 190–255), окрашенных у эмбрионов ли-
нии KRASV12 в красный и желтый псевдоцвета, кото-
рые отсутствовали у контрольных рыб tg(krt8:EGFP), 
была выбрана нами для количественной оценки степе-
ни трансформированности эпидермиса.
Тестирование соединений. Эмбрионы рыб в возрасте 
6 ч были помещены в 6-луночные планшеты, содер-
жащие тестируемые соединения, по 20 эмбрио нов 
в каждую лунку. PAC (TEVA, Израиль) и RAP (LC 
Laboratories, США) использовали в концентраци-
ях 1–2000 нмоль и 1–400 нмоль соответственно. Доза 
растворителя диметилсульфоксида (ДМСО) составля-
ла 0,1 % в экспериментальных и контрольной группах. 
Инкубацию проводили в термостате при температуре 
28,5 °С до достижения эмбрионами возраста 72 ч.
Статистический анализ. При статистической об-
работке результатов опытов использовали методы ва-
риационной статистики с помощью пакета статис-
тических программ GraphPad Prism 6. Достоверность 
различий оценивали с применением теста Фишера LSD 
для one-way ANOVA.
Результаты
Морфология трансформированного фенотипа. По-
кровный эпителий трансгенных эмбрионов KRASV12 
имел ряд морфологических признаков, свойственных 
трансформированной ткани. В частности, эпидермис 
личинок рыб в возрасте 48–72 ч характеризовался 
 гиперпластическим многослойным ростом, потерей 
клетками способности к контактному торможению 
и пониженным уровнем тканевой адгезии. На клеточ-
ном уровне морфологические изменения приводили 
к уменьшению размеров клеток, приобретению ими 
округлой формы и усилению флуоресценции GFP-
репортера (рис. 1F). Указанные признаки никогда не 
встречались у контрольных рыб tg(krt8:EGFP), эпи-
дермис которых состоял из полигональных клеток, 
расположенных в виде однослойного плоского эпите-
лия с относительно равномерным уровнем экспрессии 
флуоресцентного репортера (рис. 1G).
Влияние RAP на формирование ТФ. Воздействие 
RAP приводило к дозозависимому снижению выра-
женности ТФ эпидермиса у эмбрионов KRASV12 
(рис. 2). При этом дозы RAP в диапазоне от 1 до 25 
нмоль не оказывали статистически значимого влияния 
на ТФ эмбрионов KRASV12. Дозы от 50 до 100 нмоль 
приводили к уменьшению признаков пренеопластиче-
ской трансформации эпидермиса, о чем наряду с мор-
фологическими изменениями свидетельствовало сокра-
щение на 70–80 % доли красной и желтой областей 
на окрашенных псевдоцветами цифровых изображе-
ниях эмбрионов KRASV12 по сравнению с контроль-
ной группой, обработанной ДМСО. Применение более 
высоких (200–400 нмоль) доз RAP способствовало 
практически полной нормализации ТФ на тканевом 
и клеточном уровнях, усиливая морфологическое сход-
ство эпидермиса KRASV12 и контрольных (несущих 
только трансген krt8:EGFP) эмбрионов. Вместе с тем 
следует отметить, что воздействие высоких доз RAP 
(200–400 нмоль) приводило к замедлению эмбриональ-
ного развития, что выражалось в сокращении длины 
тела и сохранении округлой формы желточного меш-
ка (рис. 3А).
Влияние PAC на формирование ТФ. PAC в низких 
дозах (1–100 нмоль) не оказывал заметного влияния 
на выраженность морфологических изменений, об-
условленных гиперэкспрессией трансгена KRAS в ко-
же эмбрионов при 72-часовой экспозиции. Умеренные 
дозы PAC (100–500 нмоль) незначительно увеличивали 
выраженность признаков ТФ по сравнению с контро-
лем, но, как правило, это увеличение не имело стати-
стической значимости. Воздействие высоких доз PAC 
(>500 нмоль) способствовало значительному усилению 
гиперпластических процессов в эпидермисе, что вы-
ражалось в увеличении на 180–300 % доли красного 
и желтого псевдоцветов на цифровых изображениях 
эмбрионов KRASV12 (рис. 4). Следует отметить, что ап-
пликация максимально переносимой дозы PAC, равной 
1000 нмоль, примерно в трети случаев приводила к по-
явлению аномальных эмбрионов, характеризующихся 
искривлением осевых структур (рис. 3B). Дозы PAC, 
равные или превышающие 2000 нмоль, были токсич-
ны и вызывали гибель 100 % эмбрионов в течение 
24–72 ч.
Влияние комбинации RAP и PAC на формирование 
ТФ. Совместное действие RAP и PAC в низких кон-
центрациях (1–25 и 1–50 нмоль соответственно), не 
оказывавших по отдельности статистически значимого 
влияния на фенотип эмбрионов KRASV12 (рис. 3C–E), 
приводило к резкому уменьшению выраженности ос-
новных признаков трансформации эпидермальной 
Рис. 2. Дозозависимое торможение выраженности трансформирован-
ного фенотипа под воздействием рапамицина (RAP), оцениваемое по 
снижению площади (в пикселах) наиболее ярких областей в процентах 
относительно контроля (ДМСО).*Различия с контролем статисти-
чески достоверны (p <0,05)
Fig. 2. Dose-dependent effect of rapamycin (RAP) treatment on transformed 
phenotype expression, estimated by decreasing in percentage of the most 
brightened areas relative to the control (DMSO). *p <0.05 in comparison with 
control
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ткани вплоть до полной ее нормализации (рис. 3F), 
начиная с комбинации доз, равных или превышающих 
10 нмоль, для обоих препаратов (рис. 5). Увеличение 
дозы PAC до токсического уровня (2000 нмоль) не вли-
яло на способность RAP (в дозе 50 нмоль) нормализо-
вывать трансгенный фенотип KRASV12 у двухдневных 
эмбрионов (рис. 3I, J). При этом RAP не оказывал замет-
ного тормозящего действия на формирование множест-
венных летальных нарушений эмбрионального разви-
тия, обусловленных цитотоксической актив ностью 
PAC (рис. 3G, H).
Обсуждение
В результате проведенной работы получены данные 
о влиянии PAC и RAP на формирование ТФ в эпидер-
мальной ткани новой трансгенной линии зебрафиш, 
способной к постоянной экспрессии онкогена KRAS 
в кератиноцитах. Следует отметить, что данная модель, 
обладая многими признаками, присущими опухоле-
вому процессу (тканевая гиперплазия, снижение ад-
Рис. 3. Влияние паклитаксела (PAC), рапамицина (RAP) и их комбинации на эмбриональное развитие и выраженность трансформированного 
фенотипа (ТФ) у KRASV12 зебрафиш. Морфология эмбрионов обработанных низкой (50 нмоль) и высокой (400 нмоль) дозами RAP (A). Наблюдались 
сокращение длины тела и отсутствие элонгации желточного мешка (указано стрелкой) эмбрионов, подвергнутых воздействию высокой концен-
трации ингибитора. Искривление осевых структур эмбрионов (указано стрелками) под влиянием высокой дозы PAC (1000 нмоль) (B). Раствори-
тель ДМСО (C) и низкие дозы PAC (D) и RAP (E) не оказывали влияния на уровень экспрессии ТФ у KRASV12 эмбрионов в отличие от их комбина-
ции (F), полностью нормализующей структуру эпидермиса. PAC в дозе 2000 нмоль при индивидуальном применении (G, I) и в комбинации с RAP 
в дозе 50 нмоль (H, J) оказывал одинаковое токсическое действие на эмбрионы зебрафиш (G, H), но проявлял синергизм с RAP, нормализуя фенотип 
эмбрионов (I, J). Возраст эмбрионов на фотографиях равен 72 (A – F) и 48 (G – I) ч. Фотографии A, B, G, H получены при обычном освещении, 
а C – F, I, J – в свете флуоресценции и окрашены в псевдоцвета
Fig. 3. Effect of paclitaxel (PAC), rapamycin (RAP) and their combination on embryonic development and expression of transformed phenotype in KRASV12 
zebrafish. Morphology of embryos treated with low (50 nmol) and high (400 nmol) doses of RAP (A). Decreased body length and absence of yolk sac elongation 
(arrow) of embryos exposed to a high RAP dose were observed. Deformation of axial structures of embryos (arrows) under high dose of PAC (1000 nmol) was 
revealed (B). DMSO solvent (C) and low doses of PAC (D) and RAP (E) did not affect the level of transformed phenotype expression in KRASV12 embryos, 
whereas their combination (F) completely normalized epidermal morphology. Despite the high toxicity of PAC (2000 nmol) causing embryo malformation (G, 
I), combination of it with low dose of RAP (50 nmol) displayed epidermal normalization (H, J). Embryos are aged 72 hpf (A – F) and 48 hpf (G – I). Pictures 
A, B, G, H – bright field microscopy; pictures C – F, I, J – fluorescence microscopy converted to pseudocolors
Рис. 4. Дозозависимое усиление выраженности трансформированного 
фенотипа под воздействием паклитаксела (PAC), оцениваемое по уве-
личению площади (в пикселах) наиболее ярких областей в процентах 
относительно контроля (ДМСО). *Различия с контролем статисти-
чески достоверны (p <0,05)
Fig. 4. Dose-dependent effect of paclitaxel (PAC) treatment on transformed 
phenotype expression, estimated by increasing in percentage of the most brightened 
areas relative to the control (DMSO). *р <0.05 in comparison with control
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гезивности, отсутствие контактного торможения), тем 
не менее, не приводит к развитию злокачественных 
новообразований кожи. Возможно, механизм этого 
фе номена обусловлен непрерывным слущиванием 
трансформированных кератиноцитов во внешнюю 
среду из-за резкого ослабления межклеточных контак-
тов. В этом случае опухоль просто не успевает сфор-
мироваться из-за быстрой элиминации потенциально 
онкогенных клеток. Это предположение косвенно под-
тверждается тем, что другие модели, основанные на 
экспрессии онкогена KRAS в тканях, которые ограни-
чены внутренней средой организма рыб, способны 
приводить на определенном этапе к развитию типичных 
злокачественных опухолей различных локализаций [11, 
12]. Тем не менее эти модели имеют ряд ограничений 
для практического использования, обусловленных 
длительным (несколько месяцев) латентным периодом 
и отсутствием синхронности развития новообразо-
ваний. Единственным исключением, позво ляющим 
иметь практически любое количество одновременно 
развивающихся опухолей, являются перевивные опу-
холевые штаммы, индуцированные с использованием 
сингенных клональных линий D. rerio [13]. Однако 
применение этого подхода требует более длительной 
(до 3 нед) экспозиции животных к тестируемым пре-
паратам [14] по сравнению с моделями, основанными 
на редуцированном наборе признаков опу холевой транс-
формации, включая описанную в данной работе транс-
генную линию. Поэтому, модели, основанные на нор-
мализации ТФ, не имеют в настоящее время 
альтернативы в качестве тест-системы организменно-
го уровня, предназначенной для предварительного 
отбора новых комбинаций ингибиторов сигнального 
каскада онкогена KRAS.
Как и ожидалось, RAP – известный ингибитор 
mTOR – оказывал дозозависимый эффект на выражен-
ность признаков опухолеподобной трансформации 
в эпидермисе трансгенных рыб линии KRASV12 вплоть 
до полной фенотипической нормализации тканевой 
структуры. При этом достоверные отличия от контро-
льной группы KRASV12, подвергнутой воздействию 
растворителя (ДМСО), начинались уже с дозы, равной 
50 нмоль, а доза RAP, равная 400 нмоль, способство-
вала полной нормализации фенотипа трансгенных рыб. 
Вместе с тем высокие дозы RAP приводили к умень-
шению размеров тела эмбрионов и задержке их разви-
тия (см. рис. 3А). Из серьезных нарушений, вызванных 
действием RAP в максимальной дозе 400 нмоль, сле-
дует отметить аномалию формирования желудочно-
кишечного тракта, что согласуется с данными литера-
туры [15].
Следует отметить, что и на других трансгенных 
моделях, связанных с гиперэкспрессией генных локу-
сов, находящихся под контролем генов семейства RAS 
и характеризующихся развитием гиперплазии тканей 
у эмбрионов рыб, действие различных ингибиторов 
сигнальных каскадов MEK/ERK и PI3K/AKT также 
приводило к нормализации измененного фенотипа. 
В частности, снижение скорости пролиферации гепа-
тоцитов под влиянием ингибиторов каскадов MEK/ERK 
и PI3K/AKT отмечено на мифепристониндуцибельной 
модели LexPR опухолей печени зебрафиш, основанной 
на активации генной конструкции, содержащей онко-
ген KRASV12. При этом установлено, что для полного 
подавления процесса пролиферации гепатоцитов не-
обходимо ингибирование обеих ветвей сигнального 
каскада, являющегося эффектором онкогена KRAS [16]. 
Похожие результаты получены и на трансгенной мо-
дели меланомы зебрафиш tg(mitfa:V12HRAS;mitfa:GFP), 
развитие которой обусловлено гиперэкспрессией му-
тантной формы гена HRAS в меланоцитах. В этом слу-
чае ингибирование каскадов MEK/ERK и PI3K/AKT 
приводило к торможению гиперплазии меланоцитов 
и снижению скорости роста опухолей [17].
В отличие от RAP, химиотерапевтический препа-
рат таксанового ряда PAC оказывал противоположное 
действие на выраженность ТФ у эмбрионов линии 
KRASV12, начиная с дозы 500 нмоль. Имеющиеся 
в литературе немногочисленные данные о воздействии 
этого цитостатика на зебрафиш указывают на то, 
что помимо нейротоксического эффекта PAC оказы-
вает повреждающее действие на клетки эпидермиса 
личинок и уменьшает резистентность их кожи к ме-
ханическому стрессу [18]. В наших экспериментах 
нарушения формирования осевых структур были вы-
явлены у 30 % животных, подвергнутых действию PAC 
в дозе 1000 нмоль. Увеличение дозы PAC до 2000 нмоль 
приводило к аномальному развитию 100 % обработан-
ных эмбрионов через 48 ч и их гибели в возрасте 72 ч. 
Рис. 5. Влияние монорежима и комбинаций рапамицина (RAP) и пакли-
таксела (PAC) на выраженность трансформированного фенотипа. 
По оси абсцисс: дозы препаратов, нмоль. По оси ординат: площадь 
(в пикселах) наиболее ярких областей в процентах относительно конт-
роля ДМСО. *Различия с контролем ДМСО статистически достовер-
ны (p <0,05)
Fig. 5. Effect of rapamycin (RAP) and paclitaxel (PAC) on transformed phenotype 
expression. X-axis: drug doses, nmol. Y-axis: percentage of the most brightened 
areas relative to the control (DMSO). *p <0.05 in comparison with control
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Мы предполагаем, что проявление токсического 
действия PAC на эмбрионы обусловлено его способ-
ностью блокировать клеточную пролиферацию на гра-
нице стадий митотического цикла G2 – M, что яв-
ляется основным механизмом его действия как 
цитостатического агента.
С другой стороны, совместное применение низких 
доз PAC (10 и 50 нмоль) и RAP (10 и 25 нмоль), которые 
при индивидуальном использовании не оказывали вы-
раженного эффекта на измененный эпидермис эмбри-
онов линии KRASV12, приводило к полной нормали-
зации ТФ. Эти результаты, полученные нами на модели 
in vivo, хорошо согласуются с многочисленными дан-
ными литературы, где было показано, что сочетание 
PAC и RAP (или его аналогов) обладает синергическим 
действием на опухолевые линии, снижая скорость про-
лиферации клеток в условиях in vitro. Так, применение 
комбинации RAP и PAC ингибировало рост клеток 
линий рака молочной железы MCF-7 и MDAMB-468, 
при этом клеточные линии, которые были изначально 
резистентны к ингибирующему действию RAP, оказа-
лись также не чувствительны к совместному действию 
RAP с химиотерапевтическими препаратами [5]. Ин-
гибиторы mTOR (RAP и RAD001) тормозили проли-
ферацию клеток рака эндометрия Ishikawa, ECC-1 
и HEC-1A человека и повышали их чувствительность 
к апоптозу, индуцированному PAC [19]. Использование 
комбинации PAC и ингибиторов сигнального каскада 
PI3K/AKT (RAP и BEZ235) более эффективно тормо-
зило рост клеток рака толстой кишки HCT-116 и HT-29, 
чем каждый из препаратов в отдельности [20]. В ряде 
клинических испытаний также показан синергический 
ингибирующий эффект рапалогов и PAC на рост со-
лидных опухолей, рака эндомет рия и молочной железы 
[21, 22].
В целом наши наблюдения свидетельствуют о том, 
что усиление выраженности ТФ у эмбрионов линии 
KRASV12 при индивидуальном использовании PAC или, 
наоборот, нормализация структуры покровного 
эпителия рыб при его сочетании с RAP, обусловлено 
способностью PAC, помимо цитотоксического дейст-
вия, связанного с блокированием митотического цик ла, 
прямо или опосредованно взаимодействовать с опре-
деленными компонентами сигнального каскада онко-
гена KRAS. При этом представляется вероятным, 
что клеточные и молекулярные механизмы, лежащие 
в основе отмеченных эффектов, практически не связа-
ны между собой. Подтверждением этого вывода может 
служить обнаруженный нами феномен нормализации 
фенотипа эм брионов линии KRASV12, подвергнутых 
сочетанному воздействию летальной дозы PAC 
(2000 нмоль) и не оказывающей влияния на ТФ кон-
центрации RAP (50 нмоль) в течение 48 ч. При этом 
токсический эффект цитостатика, оцениваемый по чи-
слу аномальных эмбрионов, оставался неизменным 
и соответствовал уровню контрольной группы, обрабо-
танной только высокой дозой PAC (см. рис. 3G–J). Ин-
тересно отметить, что сочетание более низких доз PAC 
(10 и 50 нмоль) и RAP (10 и 25 нмоль) приводило к за-
медлению формирования эмбрионов, что характерно 
для высоких доз (200 и 400 нмоль) RAP, а не усиливало 
токсическое действие PAC, что, как можно предполо-
жить, выражалось бы в увеличении числа рыб с серьез-
ными аномалиями развития.
Заключение 
В силу высокой консервативности механизмов кан-
церогенеза у рыб и млекопитающих трансляционная 
составляющая результатов экспериментов на зебрафиш 
обладает предиктивным потенциалом, сопоставимым 
с традиционными онкологическими моделями с исполь-
зованием грызунов. Поэтому дальнейшее изучение ком-
бинированного применения низких доз (существенно 
меньше максимально переносимых) PAC и ингибиторов 
mTOR может стать основой для создания клиническо-
го протокола таргетной терапии RAS-ассоциированных 
опухолей, в том числе резистентных к цитотоксическо-
му действию PAC.
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